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1 HCS-2/8 細胞が産生する PGの分析
1 )細胞をおS-硫酸でラベルし， PGモノマーを 4Mグアニジン塩酸で抽出後， dissocia ti ve な条件
下で Sepharose CL-2 B カラムに展開すると高分子の軟骨型PG モノマーの大きなピークが認
められた。
2) PGを 3 H _ グルコサミンでラベルし 4Mグアニジン塩酸で抽出後通法にしたがって associati ve 
及び dissociati ve な条件下で塩化セシウム密度勾配遠心を行い PGモノマーとリンク蛋白質を調製
した。まず， SDS-PAGEでリンク蛋白質の分子量を求めると42kDa であった。一方， PG モ
口むハhu円ο
ノマーをアルカリ及びプロナーゼ処理してグリコサミノグリカン (GAG) 鎖を Superose 12 F P 
LC に展開すると分子量38kDa に単一の大きなピークが認められた。なお このピークの GAG
鎖は主にコンドロイチン 6-硫酸， 4 硫酸，コンドロイチンにより構成されており，特にコンド
ロイチン 6-硫酸が多かった。




2 HCS-2/8 細胞の分化機能発現におけるインシュリン様成長因子 (1 G F) の役割
1) 1 G F は軟骨細胞の分化機能の発現と増殖に重要な役割を果たしていることはすでに報告されて
いるが， HCS-2/8 細胞に IGF-I およびE を作用させると軟骨型PGの合成が著明に冗進
した。しかし本細胞はウサギ肋軟骨初代培養細胞とは異なり IGF-I よりも IGF-ll によ
く応答した。
2 )コンフルエントに達した本細胞を血清不含培地で培養しても PG合成は少なくとも 72時間は低下
しなかったが，途中で培地を交換すると PG合成が顕著に低下した。
3) 本細胞の conditioned medium (CM) を透析，濃縮してHCS-2/8 細胞に添加すると PG
合成が充進した。
4 )本細胞の CM中の IGF-I 及びE をラジオイムノアッセイで測定したところ，自身の PG合成
を促進する濃度の IGF-ll が検出できた。なお，本細胞は IGF-I も産生していたがその濃度
は低かった。
5 )本細胞に IGF-I 及び IGF-ll受容体が存在した。
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プロテオグリカン CPG) を分析するとともに， PG合成の制御機構について検討した。
その結果， HCS-2/8 細胞は軟骨型PG ・モノマー，ヒアルロン酸および~42kDa のリンク蛋白質
から成る分化型PG集合体を産生していること，この細胞にはインスリン様成長因子 C1 GF) の受容
体が存在するばかりではなくこの細胞自身も IGF を産生していること またHCS-2/8 細胞は I
GF-II に強く応答してPG合成を冗進することなどを明らかにした。以上のように，新たに樹立され
たヒト軟骨肉腫細胞株が分化型軟骨細胞としての特徴を高度に保持していることを明らかにした本論文
はこの細胞の増殖・分化の維持機構の解明や，この細胞株を利用した生理活性物質の生産を試みる際に
貢献するところが大きく，歯学博士の学位請求に十分値するものと認める。
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